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論 文 内 容 要 旨
生薬甘草の主要成分の1つ であ るglycyrrhizin(GL)は,抗 ア レルギー,抗 炎症,抗 潰瘍 な どの薬理作
用 を持 つ とともに,抗 エ イズウイルス(HIV)活 性,イ ンター フェロ ン誘導活性 などの生理活性 を持つ こ
とが知 られている。現在,GLを 含有す る注射剤あ るいは内服薬 は,GL単 独 であるいはア ミノ酸 とともに
配合 され,慢 性肝 炎 における肝機能異常 の改善,葦 麻疹 などに広 く用い られている。
注射剤 ではGLを 静脈 内に長期 大量投与 する と,高 血圧症,浮 腫 や低 カ リウム血症 な どの偽 アル ドステ
ロン症 を呈 する こと,内 服薬 において もGL含 有製剤 を長期 に経 口投与 している患 者で同様 の副作用が認


























これ らのGL含 有 製剤投与時の副作用が,GLの ア グリコ ンであ るglycyrrheticacid(GA)の アル ドステ
ロ ン様作用 によるとの報告 や副作 用発現 頻度がGAの 血 中濃:度に相 関す る との報 告があ り,GLを 投 与す
るこ とに よって引 き起 こされる副作用 を防止 し,GLの 治療効果 を有効 に維持す るためには,医 療 現場 に
お ける迅速 かつ簡便 な血 中GL及 びGA量 モニ タリシ グが必要 と考 え られる。
これ ま で に,GAの 測 定 法 に関 して,ポ リ ク ロー ナ ル 抗体 を用 い た酵 素 免 疫 測 定 法(Enzyme
immunoassay:EIA)が 報告 されてい る。一方,1975年,KohIerとMiisteinは ハ イブ リ ドーマ法 によるモ ノ
クローナル抗体技術 の開発 に成功 して以来,モ ノ クローナル抗 体は臨床診 断,物 質精製,治 療の分野で広
く応用 されている。 この技術 によって,抗 体 を大量 に得 るこ とがで きること,ま た,抗 原 に対 して きわめ
て特 異性 の高い抗体 を得 ることがで きるな ど,モ ノクローナル抗体 は,従 来 のポ リクローナル抗体で はみ























そ こで,著 者 は,従 来 のポリクローナル抗体 を用 いたEIAに 代 わ るもの として,さ らに高感度で特異性
の高いGL及 びGAの 血 中濃度測定 を目的 と し,GAに 対 するモノ クローナル抗体 を作製 した。 その結果,
18α 一glycyrrheticacid(18α 一GA)と の交差反 応性(IC5。=88～98ng/mL)は 認め られた もの の,GL,
carbenoxolone及 びス テロイ ド化合 物 とは交差反応i生の認 め られ ない,特 異性 の高 いモ ノクローナル抗体
AGA-1を 得 ることに成功 した。
次 に,本 抗体AGA-1を 用い,イ ムノア ッセ イ法[inhibitionELISA∫enzymelinked-immunosorbentassay:
ELISA)]を 開発 した。作 製 した検量線か ら,0.1～100ng/mLの 範囲でGAの 定量が可能であ り,そ の検 出限
界 は5P9/mLで あ った。 また,同 時再現性 及び 日差再現性試験 にお ける変動係 数は,そ れぞ れ7.2%及 び
9B%で あ り,再 現性 も良好であった。
そ こで,健 常 人 にGL含 有製剤 β0㎎ を静脈 内投与 し,投 与後 の血 中GA及 びGL量 の推移 を,本ELISA
法 によ り検:討した。GAの 測定 に際 しては,GAが 強い血漿 タ ンパ ク結合能 を有するためにGAを 血清か ら
クロロホ ルムで抽出 した。GLの 測 定 に際 しては,GLを 酸加水分解法 によ り化学的 にGAに 変換 した後 ク
ロロホルムによって抽 出 し,そ のGA量 を測定 した後,GL量 に数値変換 して求 めた。GL投 与直後の血 中
濃度 は17～25μ9/mLの 値 を示 したが,以 後急速 に低 下 した。一方,GAは 投与後6時 間後か ら上昇 し,
10～24時 間で ピー クに達 し,以 後,低 下する ことが示 された。場上 に より,血 中のGA及 びGL量 を高感
度かつ特異的 に測定で きるELISAを 確立する ことがで きた。
しか しなが ら,こ れ らの測定法ではいず れ も,最 終測定に至 るまでの過程 で,抽 出や分画 な ど試料の前
処理 に多 くの時間 と労力 を要 したため,さ らに簡便 なGL及 びGAの 測定法 の開発が望 まれた。
一方
,ヒ ト血清 アル ブ ミン上 には,薬 物が結合する多 くの結合部位(ワ ル ファリン結合部位,ジ アゼパ
ム結合部位,ジ ゴキ シン結合部位及び ビリル ビン結合部位)が あることが 明 らか にされている。石田 らは ,
GLに 関 して,ヒ ト血 清 アル ブ ミンの薬物結合部位上で,血 清 アルブ ミン結合型GLがibuprofen(IBU)や
deoxycholicacidな どの薬物 によって遊離 されるこ とを報告 した。 これ らの知見 を基 に,著 者 は,GL同 様,
GAが ヒ ト血清 アルブ ミンに強 く結合 する ことに着 目し,ヒ ト血清 アルブ ミンに対 して高い親和性 を有す
る薬物 を添加す る ことによ り,血 清 アルブ ミン結合型GAを 遊離 させ,血 清GA量 をELISAで 直接,定 量
す る方法 を検討 した。
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この実験 過程 で,既 知濃度 のGAを 添加 した4.2%HSA-PBS溶 液 にIBUを 添加 した ところ,血 清 アルブ
ミン結合型のGAが 定量 的に遊離 して くる こ とを認め た。 これ よ り,血 清 中のGA量 を定量 す る際,IBU
を血清 に添加す る操作 で(IBU前 処理法),ク ロロホルム等 の有機溶媒 に よる抽 出操作一をす るこ とな く,
阻害ELISA法 によ り直接 定量 で きるこ とを見い出 した。 この前処理法 に よるGAの 血 清添加回収試験 を行
い,GAは 定量 的に回収 された(96～!16%)。 また,同 時再現性及 び日差再現性試験 において も,変 動係
数が10%以 内 と良好 な結果 を得 た。 さらに,従 来の クロロホルム法 と今 回確 立 したIBU前 処理法 の比較
を行 った結果,健 常 人血清 からのGAの 平均 回収率 は,そ れぞれ105%,103%と ほぼ同等 の値 が得 られた。
この ように,本IBU前 処理法 に よって,血 清 中GA量 の測定法 をさらに簡便な測定法へ と発展 させ る こと
がで きた。
医療現場 にお いては,日 常 的に多種多様 な薬剤 が併用 されている。例 えば,糖 尿病薬 とサル ファ剤 の併
用時 にお ける低血糖の危険性や抗凝血薬 と非 ステロイ ド性抗炎症剤(NSAIDs)の 併用時 における出血傾
向の増加 な ど,薬 剤の併用 に よって起 こる薬物相互作用 は,重 篤 な有害事象の原因 となる場合が ある。
ところで,薬 物の血漿 タンパ ク結合 は,薬 物相互作用や薬物の体 内動態,薬 効 に影響 を与 える因子 とし
て知 られ,特 に,結 合 が強固 な場合 には 〔K、(結合定数)〉 ユ05M・一'〕,臨床 的に薬物相互作用 を起 こす こ
とがある と指摘 されている。 しか し,近 年,こ れ らの相互作用の主な原 因は代謝や排 泄阻害 な ど非結合型
薬物 に対す る固有 クリア ランスの減少 に起因す るこ とが示 され,血 漿 タンパ ク結合の薬物相互作用へ の関
与が見直 されて きた。 しか しなが ら,・血漿 タンパ ク結合 による薬物相互作用 を解明するためには,血 清 ア
ルブ ミン上 の薬物結合部位 の違い を含めた詳細 な検討が必要 となる。一般 に,薬 物の血漿 タンパ ク結合率
は正確 に調べ られているが,結 合部位 は特定 されていない場合が多い。
前述 の ように,GLを 含有す る製剤 は広範 囲な疾患 に用 い られ,他 の薬物 と併用 される機 会 も多い。 さ
らに,GAが 高 い血漿 タンパ ク結合能 を有 する`ことか ら,GAの 血清 アルブ ミン上 の薬物結 合部位 を解析す
るこ とは,同 一部位 で結合す る他 の薬物 との相互作用 を検:討する上 で,有 用 な情報 をもた らす もの と期待
される。
そ こで,本 研 究では,一 旦 ヒ ト血 清アルブ ミン上の ジアゼパ ム結合部位 に結 合 し,他 の薬物 によ り置換
されたGAをELISAに よ り直接定量す る方法 を用 いて,対 象薬物 のGAに 対す る置換効果 を検討 した。対
象薬物 は国家公務員共済組合連合会 ・宮城野病院で グリチル リチ ン製剤 と併用 される機会の多い薬剤 とし
た。その結果,IBU,diclofenacNaが,そ れぞれ97,87%の 置換効果 を示 し,diclofenacNa,耶Uが ジアゼ
パ ム結合部位 に結合 したGAを 置換 し,直 接GAが 遊離す るこ とを確認 した。 また,loxoprofenNatrans-
OH体 のGA置 換率 は約25%,bezafibrateのGAの 置換率 は13%の 値 を示 した。一 方,他 の薬物(delapril
HCI,doxinuridine,famotidine,pravastatinNa)の 置換 率は3～4%と 低か った。 この ように,対 象薬物の
ジァゼパ ム結合部位への結 合 を検討する方法 を確立 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
生薬 ・甘草 の成分 であ るグルチル リチ ン(GL)は,抗 ア レルギ ー作用や抗炎症作用 な どの薬理 作用 を
有 し,現 在,GL含 有製剤 と して臨床 で広 く使用 されてい る。 しか し,GL含 有 製剤 を長時 間大量投与す る
と,高 血圧症,浮 腫,低 カ リウム血症 などの偽 アル ドステ ロン症 を呈す る。 これ はGLの ア グリコンであ
るグリチル レチ ン酸(GA)の アル ドステロ ン様 作用 による もの といわれてい る。 したが って,GL製 剤の
副作用 を防止 し,GLの 治療効 果 を維持す るためには正確 なGL及 びGA量 のモ ニタ リングが必 要 となる。
本論文は,簡 便 かつ高感度なGL,GA血 中濃度測定法 の開発 とその利用 に関す る研究である。
申請者は,GAを 特異的 に検出するために,GAに 対するモノクローナル抗体AGA-1の 作製 に成功 した。
ついで ,AGA-1を 用 いてinhibitionELISA(enzyme-linkedimmunosorbentassay)を 開発 し,血 中GL,GA量
のモニ タリングに応用 した。GAの 定量 はクロロホルム抽出法 によって行 い,GL量 は酸加水分解 によって
得 られ るGA量 を測 定する ことに よ り求 めた。本法 は,血 中GA,GL量 を高感度かつ特異的 に測定で きる
ものである。 しか し,ク ロロホルム抽 出法 は煩雑である うえに,多 検体 を同時処理す るためには相当 な労
力 を必 要 とする とい う欠点 をもつ。そ こで,ク ロロホルム抽 出法 に代 わる簡便 な血清前処理法 の開発 を検
討 した。 ヒ ト血 清 ア ルブ ミン(HSA)に 結 合 したGLは,ジ アゼパ ム結 合 部位 に高 い 親和 性 を示 す
ibuprofen(IBU)に よって遊離 されるこ とが知 られている。 申請者 は,HSAに 対 す るGAとIBUの 親和性
の差 を考慮 して,GAを 添加 したHSA溶 液 にIBUを 添加 した。 その結果,血 清 アルブ ミン結合型GAが 定
量的 に遊離す るこ とが認め られ,IBU添 加 によ り血 中GAを 直接 定量する方法が 開発 された。
医療現場 におい ては,日 常的 に多種多様 な薬剤が併用 されている。GL含 有製剤 も広範 な疾患 に用い ら
れ,他 の薬物 と併用 され る機会が多 い。一般 に血漿 タンパク結合率の高い薬物 同士 では,臨 床的 に薬物相
互作用を受 けやすい ことが知 られてい る。薬物相互作用の解 明には,HSA上 の薬物結合部位 の違い を含め
た詳細 な検討が必 要 とな る。本研究で は,一 旦HSA上 の ジアゼパム結 合部位 に結合 し,他 の薬物 によ り
置換 されたGAをELISAに よ り直接 定量す る方法 を用 いて,loxoprofenNa,bezafibrate,delaprilHCI,
doxifluridine,famotidine,pravastatinNa等 の繁用薬物のGAに 対す る置換効果 を検討 し,こ れ らの薬物の
ジアゼパ ム結合部位への親和性 を明 らか に した。
本研究 は,臨 床現場 でのGLの 使用 に対 して重要 な知見 を与 え,ま た薬物 相互作 用 の解析 におけ るGA
の活用 とい う新 たな展 開を示 した。すなわち,本 研 究は医療薬学分野 に対 して極 めて意義深い結果 を示 し
た といえる。
よって,本 論文 は博 士(医 療薬学)の 学位論 文 として合格 と認 める。
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